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Von den synthetisch darstellbaren Tnh,-i,4* 

rsxeiibaren Inhxbitoren ergehen sich fOr Peptid- 
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aldehyde und Azapeptide. insbesondere fUr. solche. die nohrfunktionelle 
Aminosauren enthalten, langvierige Darstellungsverfahren mit niedrigen 
Ausbeuten. . 

Peptidyl-N-nitrosoamide enthalten die als mutagen bekannte N-Nitroso- 

amidgruppe, wodurch eine Anwendung i/eitgehend eingeschrankt wird. 

Me weiterhin beschriebenen Peptidyl-halogenmethylketone enthalten als 

-Halocarbonylverbindungen eine fur Nucleophile. wie sie in biolo- 
gischen FlUssigkeiten in hohen. Konzentrationen auftreten kbnnen. leicht 
angreifbar Halogemaethylgruppe. 'Die entstehenden Reaktionsprodukte be- 
sitzen nicht mehr die typischen Inhibitoreigenschaften der Peptidyl- 
halogen=>ethylketone, so daB unter solchen Bedingungen der Gehalt an 
aktxven Inhibitor am. Wirkungsort schnell absinkt (Amer.Rev.Resp.Dis. 
121, 381-387 (I960)). • 

AuBerdem hat sich gezeigt. daB Peptidyl-halbgenmethylketone mit einer 
Oder mohreren freien An.inofunktionen im MolekUl. deren Zielenzyme damit 
als Aminopeptidascn gekennzeichnot sind. zusatzlich durch Cyclisierungs- 
reaktipnen destabilisiort «erden. was ihre Ver«endbarkeit weitgehend 



ausschlieBt. 
Ziel der Srfindun < y 



Zxel der Erfindung ist ein leicht anwendbares, unter Anwcndungsbedin- 
gungen geniigend robustes Verfahren zur spezifischen Hemmung der kata- 
lytischen Aktivitat solcher Peptidhydrolasen. die Wahrend ihrer Funk- 
tion keine C-terminal freien Carboxylgruppen im Substrat benotigen und 
xnsbesondere katalytisch wirksamo Serin- oder Cysteinreste enthalten, 

Darlegun^ des Veseng der Erfindiin p ; 

11. r vo„ P,ptidh),drola=e. .ur Verfugung zu stellen. 

Erfind„„g3c sB «f«llt ei„ Vertahren unter Vervondun, vo„ Substanzen' 
der allgemeinen Formel 

R - C'A MH - 0 - c - R 

* 11 ' iT 1 

diese Forderungen. 
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In der Fornel bodeutet R einen 0<- Aainosaure-, zum Beispiei 
HHg-CH (CH^)- fUr L-Alanin, einen K-g3schutztenC<-Aminosaure- oder 
einen Peptidylrest, dessen genaue Struktur vera Ziclenzym fiir den be- 
treffenden Inhibitor abhangt. Dieso Struktur muB so beschaffen sein, 
daB die betreffendc Peptidhydrolase eine Substanznit einer -CO-IHI- 
Gruppe anstelle des -CO-lfflOCO-Restes in Forrael I als Substrat umsetzt* 

R^steht fiir einen Phenylrest, der in ortho-,iaeta-oder para-Stellung 
zur Carbonylgruppe keinen, einen oder in einer Kombination dieser 
Stellungen.zwei Subj-tituenton, vorzugsweise F, CI, Br, HOg, Cliy 
CH^O tragt. 

Bei der Einvdrkung der waCrigen Losurg einos Stoffes der Formel I 
mit einera solchen Rest R der von der betreffenden Peptidhydrolase als 
Substrat erkannt wird, auf die im biologischen Material enthaltene oder 
die isolierte Peptidhydrolase unter auBeren Bedingungen, bei denen das 
Enzym ublicherv/eise seine katalytische V.'irkung entfaltet, koramt es zu 
einer zeitabhangigen irreversiblen Hemmung dor Enzymaktivitat, die 
unter andcren von dor Enzyckonzentration, der Inhibitorkonzentration 
und der Struktur der Reste R^und R abhangt. 

Das erfindungsgemaOe Verfahrcn entfaltet dabei seine Virkung derart, 
dafl nach Bindung der Inhibitoren an das Zielenzym ein Anion, im Falle 
der Struktur I also R-COO", abgespalten vird und das verbleibende 
hochreaktive Internediat von Typ R-COIIH* selbst oder nach schnellen 
Umv?andlungen solchc chemische Gruppon ira Enzym blockiert, die fiir das 
katalytische Geschehen bedeutstm sind. DiesenTyp der Homraung eines 
Enzyms bezeichnet nan als enzymaktiyierte Inhibierung, Ein wichtiger 
Vortell des Verfahrens unter Verwendurig von Hemmstof f en auf dieser 
Basis besteht darin, daB die chemisch hochreaktive Gruppe des Inhibi- 
tors sich erst nach der Einwirkung auf das Zielenzym herausbildet, so 
daB unspezifische Hemmeffekte auf andere Poptidhydrolasen und chemische 
Mebenreaktionen weitgehend vermieden werden. Inhibitoren mit der Grund- 
struktur I zeichnen sich durch eine hohe Spezifitat aus* Eine Variation 
dieser Spezifitat zur Hemmung der verschiodonen Peptidhydrolasen mit 
katalytisch wirksamen Serin- oder, Cysteinresten im Molekiil gelingt in 
der Regel schon dadurch, daB zum Beispiei bei konstanten Rest R^ 
(4-Nitrophenyl) der Rest R der Spezifitat des Enzyms angepaBt wird. 
Die dazu notigen synthetischen Operationen entsprechen den iiblichen 
Hethoden der Peptidchemie., 
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Geraischc von Peptidhydrolasen lassen sich durch Gemische der fiir diese 
Hydrolasen spezifischen Inhibitoren hemmen* 

Die erfindungsgemaOen Inhibitoren konnehauch als Salze zum Beispiel 
Hydrochlorid, Tosylat vorliegen. • 

Ausfuhrungsbeispiele 

Die Epfindung soli nachstchend an fiinf Ausfuhrungsbeispielen naher 
erlautert werden* 

Beispiel 1 

Die in den Beispielen 2 bis 5 verwendeten Inhibitoren werden aus den 
. entsprechenden Peptidylhydroxamsauren nach folgender . allgemeinen Vor- 
schrift hergestellt, 

2,6? laMol N-geschiitzte Peptidylhydroxajnsaure werden in 5 ml Wasser 
unter Ruhren mit 3 inMol NaOH und 2,7 mMol 4-Nitrobenzoylchlorid, ge- 
lost in 5 ml Tetrahydrofuran, bei 5^C versetzt. Man laBt noch eine 
Stunde bei Raumtemperatur stehen und gieflt'die Mischung anschliefiend 
in 50 bis 100 ml Eisv/asser. Der ausfallende Nioderschlag v/ird abgesaugt 
und Uber KOH getrocknet. Die Peptidyl-N( VKitrobenzoyloxo)araide werden 
in der Regel aus Sthylacetat umkristaXlisiert. 

Beispiel 2 

Dipeptidylpeptidase IV wurde unter Verwendung von Ala-Pro-K-(4-Nitro- 
benzoyloxo)aniid • HCl irreversibel gehemmt. 

Die Reaktionsiosung enthielt l^l'IO^^ol/l Inhibitor, 0.03? mol/1 
Natriumphosphatpuffer (pH 7,6), KCi um die lonenstarke auf 0,125 cin- 
zustellen und 0,3 /ig Dipeptidylpeptidase IV. Die Reaktion wurde durch 
Zugabe des Enzyms zur Inhibitor losung ge star tet und bei 30^C durchge- 
fuhrt. 

Das Gesamtvolumen des Heaktionsansatzes betrug 2,7 ml. 
Im zeitlichen Abstand von 10 Minuten vmrden Proben von 0,2 ml dem 
Heaktionsansatz entnommen und in einem Testansatz die verbliebene En- 
zyraaktivitat im Vergleich zu einem mitgelaufenen Blindwert ohne Inhibi- 
tor vermessen. Nach 20 Minuten war die Aktivitat der Dipeptidylpepti- 
dase auf 50^ der Ausgangsaktivitat gesunken, nach 120 Minuten war keine 
Enzymaktivitat mehr nachweisbar* 

Der Testansatz zur Bestimmung der Enzymaktivitat enthielt 0,037 mol/1 
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Katriuraphosphat bei pH 7»6 und 2,0 . lO^-^Ala-Pro-A-nitroauilid, Dio 
Enzymaktivitat vurde spektralphotometrisch anhand der Extinktionszu- 
nahme durch freigesetztes A-Hitroanilin bei 390 nn eriaittelt. Das Ge- 
samtvo lumen des Tcstansatzos betruG 2,7 ml. Gemessen wurdo bei 30^C, 

Beispiel 3 

Im Humanurin enthaltene Dipeptidylpeptidase IV wurde unter Verwendung 
von Ala-Pro-U-(VNitro-benzoyloxo)aiaid . HCl irreversibel inhibiert. 
Zu dem im Beispiel 1 angegcbenen Rcaktionsansatz wurde anstelle oines 
Tails der Puff erlbsung 0» 5 ml Humanurin gegeben. Die Enzymaktivitat in 
Abhangigkcit von der Sinwirkungszeit vfurdo analog Beispiel 1 bestiinrat. 
llach 20 Minuten Reaktionszeit batrug die restlichc Aktivitat der Dipep- 
tidylpeptidase IV noch nach 120 Minuten war keino Aktivitat mehr 
nachweisbar. 

Beispiel 4 

Therraitase (cine raikrobiclle Protease aus Thormoactinomyces vulgaris) 
vurde anter Vervendung von BOC-Ala-*-N-(^H-nitrobcnzoyloxo)amid irrever- 
sibel inaktiviert. 

Die Reaktionslbsung enthielt 4,2 . 10**^2aol/l Inhibitor .und 0,033 mol/1 
Tris-Puffer (pH 7,5)# Der Thermitasegohalt betrug 1,4 • 10""^mol/li 
der Reaktionsansatz 1,5 ml wurde auf 30^C gohalten, Im zoitlichen Ab- 
stand von 2 Minuten wurden Proben von je 0,1 ml enthonmen und im Test- 
ansatz auf die verbliobene Snzymaktivitat im Vergleich zu einem mitgs- 
laufencn Blindx^rert ohne Inhibit or zu sat z vermessen. 
Nach 2 Minuten betrug die Aktivitat dor Thermitase noch ca 30> des 
Ausgangswertes, nach 15 Minuten war koine Enzymaktivitat mehr nach- 
weisbar. 

Der Testansatz^zur Bestiim der Enzymaktivitat enthielt 0,033 mol/1 
Tris-Puffer pH 7,5 (30^C) und 5,3 • IO'^mol/1 BOC-Ala-Ala-4-nitroani- 
lid. Die Enzymaktivitat wurde durch oinen Extinktionsansticg bei 390nm 
ermittelt. 

Beispiel 5 • *' 

Slastase aus Rinderpankreas wurde unter Verwendung von BOC-Ala-Pro-Ala- 
lI-(4-Kitr6benfcoyloxo)amid irreversibel inhibiert. Die Reaktionslosung 
enthielt 2,8 . lO^^nol/l Inhibitor, 0,033 mol/l Tris-Puffer (pH 8,0) 



. und 0,077 Eol/l NaCl. 
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Der Elastasegehalt betrug 5,3 . lO^^raol/l, der Reaktionsansatz von 
1,5 ml wurde bei 30**C gehalten, Im zeitlichen Abstand von 5 bis 10 
Minuten wurden Proben von jo 0,1 ml entnoraraen und in Testansatz auf 
die verbliebene Enzymaktivitat im Vergleich zu einem mitgelaufenen 
Blindvert ohne Inhibitorzusatz vernessen. Nach 18 Minuten betrug die 
Aktivitat der Elastaso noch 50^ des Ausgangswertes und war nach 120 
Minuten nehr nachweisbar. 

Der^Testansatz enthielt 0,033 mol/1 Natriumphosphat pH 7,0 und 2,4 , 
10 mol/1 BOC-Ala-A-nitrophenylestor. Die Messung der Enzynaktivitat 
wurde. spektralphotometrisch bei 405 nm anhand des freigesetzten 4- 
Nitrophenols durchgefuhrt. 
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Erf indun;:G3nst)ruch€i 

1v Verfahren zur Keniaung dor Aktivitat von solchen Pcptidhydrolasen, 
die vahrend ihrcr Funktion keinc C-terminal f reie Carboxylgruppe 
im Substrat benbtigen und insbesondere katalytisch wirksane Serin- 
Oder Cysteinreste enthalten, gokennzeichnot dadurch, dafl Substanzen 
der allgeraeinen Foriael I 

R - C NH-0' - C - 




angewandt verden, worin R eine 0^ -Amino saure, eine N-geschiitzte 
^-•Aininosaure oder einen Peptidylrest, dossen genauo Struktur vom 
Zielenzyn ftirden betrcffcnden Inhibitor abhangt, bedeuten, wobci 
diese Struktur so beschaffen ist, daU die bctreffende Peptidhydro- 
lase eine Siibstanz mit einer -COKH-Gruppe anstello der -CONH-OCO- 
Gruppe in Formel I ais Substrat uasetzt und R^fiir einen Phenylrost, 
der in ortho-, ncta- oder para-Stel lung zur Carbonylgruppe keinen, 
einen oder in einer Konbination dicser Stellungcn zwei Substituen- 
ten, vorzugsweiso F» Cl,Br,N02,CH^,CH-jO tragt, steht, wobei der 
aktive Homastoff ein cnzymaktiviertes Interraediat vom Nitrentyp 
darstellt, 

•2t Verfahren. zur IlGni:nung von Peptidhydrolasen gekennzeichnet durch die 
Anwendung von Mittcln, die einen Inhibitor gemaB dem Verfahren in 
Anspruch 1 enthalten. 



